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的
-8

"

66

#相似性仅为
/*'%]

$

/)'0]

"

/0'1

$

/)]

#(而

与经典疫苗株
N

%0&

的
-%-8

"

66

#相似性不足
I)]

"

I1]

#&

以中国常用疫苗株
N

%0&

'

S

)%

和欧洲疫苗株
)

%

/%

为参照!对我国
Ŵ Z

主要流行株进行氨基酸变异

位点分析"表
0

#&

%%

株
Ŵ Z

流行株
=%

蛋白氨基酸

的突变主要集中在第
1*

-

%1&

和
01&

-

0/&

位&此

外!在多处发生明显的点突变!其中
HQ!*

%

%*

'

2S

%

%*

'

HQ!%

%

%*

在第
1.

-

./

位的变异最大!且
2S

%

%*

在
.0

-

.1

位缺失
)

个氨基酸&

2S

%

%*

'

HQ!%

%

%*

与
G̀!%

%

%*

的
=

蛋白切割识别位点均为
N\\\\

!

而
HQ!*

%

%*

则为
N\Y\\

&

比较还证实$同一基因型毒株氨基酸替代较一

致!如在
1*

位点!

S6,,!?$V3

毒株均为异亮氨酸"

W

#!

)

%

/%!?$V3

毒株均为缬氨酸"

Z

#!

=[!?$V3

与
<0!?$V3

毒株均为色氨酸"

=

#(而不同基因型的
Ŵ Z

毒株氨

基酸则有较大差异!如在
1.

位点!

S6,,!?$V3

毒株为

谷氨酸"

J

#!

)

%

/%!?$V3

毒株为色氨酸"

2

#!

=[!?$V3

毒

株为赖氨酸"

_

#!而
<0!?$V3

毒株为组氨酸"

N

#或酪

氨酸"

Q

#&值得关注的是!有些位点的氨基酸为不

同分支毒株所共有!如在
.0

位点
S6,,!?$V3

'

)

%

/%!

?$V3

与
<0!?$V3

毒株均为
=

(而
%//I

-

%///

年的
*

个山东毒株
=[!̂!/I

'

=[![!/(

'

=[!N[!//

等在相

同位点均为苏氨酸"

G

#!反应出毒株之间的内在联

系性!同时显示出毒株的特异性&

!G$

!

系统发育

根据
Ŵ Z-%

基因的核苷酸序列同源性可将

Ŵ Z

至少分为八大类!包括
<0!?$V3

'

)

%

/%!?$V3

'

%//
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+
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期 盛晓丹等$传染性支气管炎病毒
-%

和
H

基因遗传变异频率的分析

S6,,!?$V3

'

Y#--!?$V3

'

G!?$V3

等"图
%

#!其中!

%*

株

0&%0

-

0&%*

年在北方分离的
Ŵ Z

流行株与
<0

株

系统发育关系最密切!而与疫苗株
N

%0&

'

N

10

'

S

)%

'

)

%

/%

等遗传关系相对较远&

!G&

!

)

基因同源性比较和系统进化

)

株
Ŵ Z

流行株
H

基因之间核苷酸"氨基酸#

相似 性 较 高!为
/(')]

$

//'%]

"

/('(]

$

//m(]

#!但与经典疫苗株
N

%0&

的相似性相对较低!

为
(1'I]

$

(.')]

"

/%'&]

$

/%'I]

#!表现出明显

差异&对
)

株
ŴZ

分离株的
H

基因序列进行分析!

结果发现无碱基的缺失和插入!但存在点突变!且
H

基因存在广泛的氨基酸替代!变异主要集中在
%I/h

0*.

'

*)&h*I&

位碱性氨基酸区&系统进化见图
0

&

!G(

!

#NN'

'

!"#)

年中国北方地区
@[L%#

和
)

基

因的核苷酸变异频率

由同源性比较可知!

Ŵ Z

流行株在
-%

基因与

我国
%//(

年在北方最早流行的
<0

同源性最高!核

苷酸相似性为
/)'/]

$

/I'0]

!而与
Hb)

的相似性

仅为
/*')]

$

/1')]

&以
<0

为参考毒株!则发现

%//(

-

0&%*

年间
Ŵ Z

流行株
-%

基因的核苷酸年平

均变异频率为
0')a%&

h*

"表
*

#&

0&%*

年
)

株
Ŵ Z

流行株在
-%

基因与我国

%//(

年
<0

株核苷酸相似性最高!为
/1'.]

$

/Im0]

(与我国
%///

年在北方最早流行的
Hb)

的

相似性为
/)'I]

$

/.'%]

(相应的
H

基因则与

Hb)

核苷酸相似性最高"

/*'0]

$

/*'(]

#!与
<0

的相似性仅为
/&')]

$

/&'.]

"表
)

#&结合
Ŵ Z

属于冠状病毒!具有0跳跃式复制1的特点!且校对机

制不完善的特点!推测
Ŵ Z

分离株在流行过程中可

能存在
<0!?$V3

和
Hb)!?$V3

毒株之间的重组&

以
Hb)

为参考毒株!则发现
%///

年以来!

Ŵ Z

流行株
H

基因的核苷酸年平均变异频率为
1'%a

表
)

!

#NN'

'

!"#)

年间
@[L

流行株
%#

基因的核苷酸变异频率

B-CK+)

!

%#

3

+6+7?=-=:264.+

R

?+6/

E

24@[L:,2K-=+,4.27#NN'=2!"#)

毒株

=8A6$-

分离年

Q36A#T$,#?68$#-

-8

变异数量

Z6A$68$#--94R3A

#T-8

转换"

D

#

GA6-,$8$#-

颠换"

E

#

GA6-,F3A,$#-

变异频率

S9868#-TA3

L

93-7

:

年平均变异率"

a%&

h*

#

S9868$#-TA3

L

93-7

:

@

3A

:

36A

"

a%&

h*

#

<0 %//( & & & &

G̀!*

%

%0 0&%0 )( *) %) &'&*1

G̀!0

%

%* 0&%* )/ *0 %I &'&*I

G̀!0

%

%0 0&%0 )( *) %) &'&*1

G̀!%

%

%* 0&%* )/ *0 %I &'&*I

MH

%

%0 0&%0 1& ** %I &'&*I

bG

%

%0 0&%0 1& ** %I &'&*I

SN

%

%0 0&%0 .1 )0 0* &'&)/

2S

%

%* 0&%* )1 *. / &'&*%

Xb

%

%0 0&%0 1& *1 %1 &'&*I

HQ!*

%

%* 0&%* *0 0( ( &'&01

HQ!0

%

%* 0&%* .% )% 0& &'&)1

HQ!%

%

%* 0&%* .% )% 0& &'&)1

YM

%

%0 0&%0 )/ *0 %I &'&*I

0')

"

%'.

$

*'*

#

表
%

!

!"#)

年
@[L

分离株
%#

和
)

基因与
<!

"

Vc%

及其与疫苗株的核苷酸同源性比较

B-CK+%

!

I?/K+2=:;+-/:;,0272K2

3

:+,24@[L:,2K-=+,:6!"#)/27

A

-.:6

3

9:=0M-//:6+.+4+.+6/+,

毒株

=8A6$-

<0 Hb) N%0& )

%

/%

-% H -% H -% H -% H

G̀!%

%

%* /.'( /&') /1'* /*'. I('0 (I'% I('/ (I'.

2S

%

%* /I'% /&'1 /.'% /*'0 II'( (.'/ I('/ (I'/

HQ!%

%

%* /1'. /&'. /)'I /*'( II') (I'1 I(') (('%

HQ!*

%

%* /I'0 /&'. /.'% /*'0 I('& (I'% I/'0 (I'/

*//
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毒株名后是其
23-̂6-V

登陆号(

*

表示本研究毒株&图
0

同

23-̂6-VC#'53A3?$,83"6T83A8B3-643,#TŴ Z

(

*

$-"$7683,8B39,3",8A6$-$-8B$,,89"

:

'GB3,6436,R3?#5

图
#

!

#)

株
@[L

分离株与参考株
%#

基因核苷酸序列系统发育树

S:

3

G#

!

10

E

K2

3

+6+=:/=.++246?/K+2=:;+,+

R

?+6/+24=0+%#

3

+6+4.27=0+#)@[L:,2K-=+,:6=0:,,=?;

E

-6;=0+.+4+.+6/+

,=.-:6,

)//
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期 盛晓丹等$传染性支气管炎病毒
-%

和
H

基因遗传变异频率的分析

图
!

!

%

株
@[L

分离株与参考株
)

基因核苷酸序列系统进化树

S:

3

G!

!

10

E

K2

3

+6+=:/=.++246?/K+2=:;+,+

R

?+6/+24=0+)

3

+6+4.27=0+%@[L:,2K-=+,:6=0:,,=?;

E

-6;=0+!!.+4+.+6/+

,=.-:6,

%&

h*

!明显高于
-%

基因"表
1

#&

)

!

讨
!

论

我国
Ŵ Z

流行株血清型和基因型均比较复杂!

世界上不同血清型和基因型的
Ŵ Z

株几乎均可在

我国分离到&正是由于
Ŵ Z

存在不同种类的基因

型!导致其抗原性多种多样!进而导致
Ŵ Z

免疫失

败不断发生!给养禽业造成了巨大的经济损失)

%&!%0

*

&

本研究自
0&%0

年初陆续从我国辽宁'天津'山东等

北方地区分离到
%*

株
Ŵ Z

!筛选出
)

株
Ŵ Z

进行

动物回归试验!证实均可引起鸡呼吸道和肾的病变&

序列分析表明!

Ŵ Z

流行株与
N%0&

等
S6,,

型经典

疫苗株及新型疫苗
)

%

/%

株相比!均有较大的差别

"分属于不同的基因型#&

对
Ŵ Z-%

基因大量的研究表明$该基因一般

存在
*

个高变区"

NZ\

#!分别位于第
*

-

01

'

10

-

%1)

和
0..

-

0/)

!而这些位点通常与
Ŵ Z

决定抗原

性 的中和抗体位点密切相关)

%*

*

&本研究分离的
%*

1//
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表
$

!

#NNN

'

!"#)

年
@[L

流行株
)

基因的核苷酸变异频率

B-CK+$

!

)

3

+6+7?=-=:264.+

R

?+6/

E

24@[L:,2K-=+,4.27#NNN=2!"#)

毒株

=8A6$-

分离年

Q36A#T$,#?68$#-

-8

变异数量

Z6A$68$#--94R3A

#T-8

转换"

D

#

GA6-,$8$#-

颠换"

E

#

GA6-F3A,$#-

变异频率

S9868$#-TA3

L

93-7

:

年平均变异率"

a%&

h*

#

S9868$#-TA3

L

93-7

:

@

3A

:

36A

"

a%&

h*

#

Hb) %/// & & & &

G̀!%

%

%* 0&%* I( 1/ %/ &'&I.

2S

%

%* 0&%* (0 .0 0& &'&(&

HQ!%

%

%* 0&%* I1 1I %( &'&I0

HQ!*

%

%* 0&%* (0 .& 00 &'&(%

1'%

"

)'(

$

1')

#

株
Ŵ Z

流行株的
-%

变异位点恰好集中在第
1*

-

%1&

和
01&

-

0/&

位!提示
Ŵ Z

毒株的分子变异可能

是导致
Ŵ Z

抗原性变异的重要基础!也是疫苗在我

国免疫失败的主要原因)

%)

*

&

研究表明!

Ŵ Z

的
H

基因富含碱性氨基酸!相

对保守!这一结果有利于
C

蛋白与核酸的结合!但

已有报道证实
H

基因也存在不同程度的变异

)

%1!%.

*

&本试验证实!

)

株
Ŵ Z

分离株
H

基因与

N%0&

相比!核苷酸"氨基酸#相似性不足
(I]

"

/&]

#!变异主要以点突变为主!无核苷酸的插入和

缺失!其中在
%I/

-

0*.

位'

*)&

-

*I&

位碱性氨基酸

区域变异较大&该氨基酸残基位于第一个线性
^

细胞抗原表位"

%I1

-

0)%

位#

)

%I

*

'

YGH

的抗原表位

"

0/&

-

)&/

位#

)

%(

*和线性
^

细胞抗原表位"

*%&

-

*I&

位'

*.&

-

)&/

位#区域内!而这种变异往往会改

变病毒诱导的宿主
^

淋巴细胞的反应性&

Ŵ Z

基因组为不分节段的正股单链
\C<

!具有

特殊的转录机制!在先导
\C<

序列与基因内部起

始位点之间有
I

$

%(

个核苷酸是相同的!且
\C<

聚合酶沿着模板0跳跃前进1!这正是导致
Ŵ Z

具有

较高重组率的重要原因!也是促成
Ŵ Z

发生自然突

变的原因之一)

%/!0&

*

&本研究分离鉴定的
)

株
Ŵ Z

!

其
-%

基因与
<0

株相似性最高!而其
H

基因则与

Hb)

株最高!由此推断
Ŵ Z

分离株可能是
<0!?$V3

和
Hb)!?$V3

类型毒株在
-%

和
H

基因层面上的重

组!有待通过实验室进一步证实)
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&此外!综合本

实验室近二十年对
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的研究结果!首次对其
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和
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基因的核苷酸变异频率进行统计学比较!计算

出了
Ŵ Z

在不同年代的基因变异频率&上述工作

有待进一步深入研究&

尽管中国
Ŵ Z

十分复杂!但其变异有着十分明

显的0时间和地域性1特点&本研究分离到的
%*

株

Ŵ Z

高度一致!且与
%//(

年在我国北方发生的
<0!

?$V3

类型毒株密切相关!而与欧洲株
)

%

/%!?$V3

明显

不同!是中国所特有的毒株)
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&因此!应加强对

Ŵ Z

流行株的跟踪研究!研制合适的疫苗!这对合理

防控
Ŵ

意义重大&

%

!

结
!

论

Ŵ Z

流行株是
<0!?$V3

和
Hb)!?$V3

在
-%

和
H

基因层面上的重组&在近十年!

Ŵ Z

流行株
H

基因

的核苷酸年平均变异频率为
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h*

!明显高于
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基因的变异频率"
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